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Abstract 


The detection device for an analyte comprises a fluid transport means, specific binding partners and 
a detection zone. The detection device for an analyte comprises: (a) a material which enables the 
fluid transport between zones: (b) a sample reception zone, and (c) a detection zone comprising an 
immobilized binding partner 1 from a binding couple 1. The binding partner 1 can bind to binding 
partner 2 (which is not the analyte) of the binding couple 1. The deiection zone is impregnated with 
a labeled binding partner 1 of a binding couple 2 which can be removed by fluid and can bind to 
partner 2 (whichTis not the analyte) of binding couple 2. An Independent claim is also included for a 
method using the detection device. 


Data supplied from the esp@cenet database - 12 


hup-7!2.espacenet^^^ 6/20/02 



2^ ^9 ?£&c<. OfcC^Ooi 


(19) 


J 


(12) 


Euiopiisches Patentamt 
Eur pean Patent Offic 
Office europeen des brevets 

EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 


LITER/#JR 

I II III 1 1 III 
(n) EP 0 926 498 A1 



(43) 

veronentiicnungsiag . 

(oi) int. ci. . vauin oo/wQO, 

uu i in oo/jyo, 


30.06.1999 Patentblatt 1999/26 

G01N 33/553, 

G01 N 33/569, 



C12Q 1/68 



AnmolHetarv 21 12 1 QQft 



(84) 

Benannte Vertragsstaaten: 

(72) Erfinder: 



AT BE CH CY DE DK ES Fl FR GB GR IE IT LI LU 

• Klepp, Jurgen, Dr. 



MC NL PT SE 

76131 Karlsruhe (DE) 



Benannte Erstreckungsstaaten: 

• Hiller, Gerhard, Dr. 



AL LT LV MK RO SI 

68305 Mannheim (DE) 




• Nlchtl, Alfons, Dr. 


(30) 

Priority: 24.12.1997 DE 19757980 

82383 Hohenpeissenberg (DE) 


15.04.1998 DE 19816550 

• Fischer, Thomas 




69231 Rauenberg (DE) 


(71) 

Anmefder: Roche Diagnostics GmbH 

• Hdsch, Martina 



68298 Mannheim (DE) 

68163 Mannheim (DE) 



(54) Universell verwendbarer Aufbau eines Analysenelements und dessen Einsatz zur 
Analytbestimmung 


(57) Gegenstand der Erfindung ist ein Analysenele- 
ment zur Bestimmung eines Analyts enthaltend in oder 
auf Material, das einen Flussigkeitstransport zwischen 
Zonen (1,2,4,5) ermdglicht, eine Probenauftragszone 
(1) und eine hierzu flu3abwarts gelegene Nachweis- 
zone (2), wobei die Nachweiszone (2) Partner 1 eines 
spezif ischen Bindungspaares 1 so immobitisiert enthait, 
daB er in der Lage ist, mit Partner 2 des spezrfischen 
Bindungspaares 1, der nicht Analyt ist, eine Bindung 
einzugehen, wenn er ihn kontaktiert, 


dadurch gekennzeichnet, daB 
fluBaufwdrts der Nachweiszone (2) ein markierter Part* 
ner 1 eines spezrfischen Bindungspaares 2 auf einem 
Material durch Flussigkeit abldsbar imprdgniert vorliegt 
und in der Lage ist, mit Partner 2 des spezif ischen Bin- 
dungspaares 2, der nicht der Analyt ist, eine Bindung 
einzugehen, wenn dieser ihn kontaktiert sowie 
ein Verfahren zur Bestimmung eines Analyts mrtdiesem 
Analysenelement. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein Analysenelement zur 
Bestimmung eines Analyts enthaltend in Oder auf Mate- 
ria), das ein en Flussigkeitstransport zwischen Zonen s 
ermdglicht, eine Probenauftragszone und eine hierzu 
f luBabwdrts gelegene Nachweiszone, wobei die Nach- 
weiszone einen Partner 1 eines spezifischen Bindungs- 
paares 1 so immobilisiert enthafi daB er in der Lage ist, 
mit Partner 2 des spezifischen Bindungspaares T, der w 
nicht der Analyt ist, eine Bindung einzugehen, wenn 
dieser ihn kontaktiert sowie ein Verlahren zur Bestim- 
mung eines Analyts mittets spezifischer Bindungs- 
paare. Die Erfindung betrifft auBerdem einen Kit zur 
Bestimmung eines Analyts enthaltend ein Anaiyseele- is 
ment. 

[0002] Aus dem Stand der Technik sind Analysenele- 
mente bekannt, die die zur Bestimmung eines Analyts 
erforderlichen Reagenzien in Oder auf TrSgermateria- 
lien vorliegen haben. Als Beispiele seien hier genannt: 20 
US-Patent 4,861 ,71 1 , US-Patent 5,591 ,645 und EP-A-0 
291 194. Den in diesen Schriften beschriebenen Analy- 
senelemerrten ist gemeinsam, daB sie speziell fur die 
Durchfuhrung immunologischer Nachweisverfahren 
geeignet sind. Sie beinhatten eine Probenauftragszone 25 
und eine hierzu fiuBabw&rts gelegene Nachweiszone: 
Eine flussige Probe durchwandert aufgrund von Kapil- 
larkr&ften innerhalb eines porGsen Trdgermaterials ver- 
schiedene Zonen zwischen. Probenaufgabe- und 
Nachweiszone und nimmt dabei die fur den Nachweis 30 
des Analyts erforderlichen Reagezien auf und bringt sie 
mit dem Analyt in der Probe zur Reaktion. 
[0003] In der Nachweiszone ist ein Bindungspartner 
immobilisiert, der in der Lage ist, spezrfisch den zu 
bestimmenden Analyt zu binden. Dies erfordert, daB bei 35 
unterschiedlichen Analyten unterschiedliche Bindungs- 
partner fur den Analyt auf einer Festphase immobilisiert 
werden mussen. 

[0004] Aus US-Patent 4,861 ,71 1 ist aus Figur 1 in Ver- 
bindung mit der Beschreibung, beispielsweise in Spalte 40 
5, Zetle 57 bis Spalte 6, Zeile 48 auch bekannt, in der 
Nachweiszone einen Partner 1 eines spezifischen Bin- 
dungspaares 1 zu immobilisieren, der nicht den Analyt 
bindet, sondern dort universell einsetzbar ist, weil er ein 
Epitop als Partner 2 des spezifischen Bindungspaares 1 45 
bindet, das auf einer Substanz vorhanden ist, die den 
Analyt spezrfisch bindet So wird der bewegliche Kom- 
plex aus Analyt und diesen bindender Substanz im Ver- 
lauf der Nachweisreaktion in der Nachweiszone fixiert 
und von unkomplexierten beweglichen Reaktionskom- 50 
ponenten abgetrennt . 

[0005] Eine markierte, fur den Analyt spezifische Sub- 
stanz spielt eine sehr wesentliche Rolle. weil nur deren 
Bindung an den Analyt und die sp&tere Immobilisierung 
des gebildeten Komplexes aus Analyt und gegen den 55 
Analyt gerichtete markierte Substanz in der Nachweis- 
zone sowi das Entfernen der beweglichen unreagier- 
ten Reaktionskomponenten aus der Nachweiszone das 


Vorliegen von Analyt in der f lussigen Probe zu zeigen 
vermag. Die aus dem Stand der Technik bekannten 
markierten Substanzen sind fur den Analyt spezrfisch, 
das heiBt, im Falle von Sandwich-Assays handelt es 
sich urn markierte Substanzen, wie AntikGrper oder 
Antigene, die spezifisch mit dem zu bestimmenden 
Analyt (Antigen oder AntikOrper) reagieren. Dies erfor- 
dert jedoch, daB je nach Analyt unterschiedliche mar- 
kierte, spezifische Bindungspartner fur den Analyt 
hergestellt werden mussen. 

[0006] Als Markierung ist eine Vielzahl von Substan- 
zen aus dem Stand der Technik bekannt WShrend fru- 
her radicaktive Markierungen mit alien ihren Nachteilen 
benutzt wurden, wurden diese Markierungen spater vor 
allem durch Enzymmarkierungen abgelOst Heute wer- 
den in Analysenelementen, wie sie in den zuvor 
beschriebenen Schriften des Standes der Technik 
beschrieben sind, vor allem partikul&re Markierungen, 
insbesondere Gold- oder Latexpartikei eingesetzt Die 
Herstellung von Konjugat aus Markierung und spezi- 
fisch an den Analyt bindender Substanz ist aufwendig 
und muB, wenn unterschiedliche Analyten bestimmt 
werden sollen, fur jeden einzelnen analytspezifischen 
Bindungspartner optimiert werden. AuBerdem muB bei 
Analysenelementen das Material, auf dem dieses Kon- 
jugat vorliegt und transported wird, optimal den Erfor- 
dernissen von Fall zu Fall angepaBt werden. Vor allem 
Stabilitdtsprobleme sind hierbei oft zu IGsen. 
[0007] Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es 
deshalb, einen universell verwendbaren Aufbau eines 
Analysenelementes zur Verfugung zu stellen, der unab- 
hangig von dem zu bestimmenden Analyt immer ver- 
wendet werden kann, sofern dieser Analyt oder eine 
vom Analyt abgeleitete und diesen reprSsentierende 
Substanz durch spezifische Paarbindung nachweisbar 

[0008] Diese Aufgabe wird durch den Gegenstand der 
Erfindung geldst, wie er in den Anspruchen dargestellt 
ist : 
[0009] Gegenstand der Erfindung ist insbesondere ein 
Analyseelement zur Bestimmung eines Analyts enthal- 
tend in oder auf Material, das einen Flussigkeitstrans- 
port zwischen Zonen ermbglicht, eine Proben- 
auftragszone und eine hierzu fluBabwdrts gelegene 
Nachweiszone,. wobei die Nachweiszone Partner, 1 
eines spezifischen Bindungspaares. 1 so immobilisiert 
enthait, daB er in der Lage ist, mit Partner 2 des spezifi- 
schen Bindungspaares 1 , der nicht Analyt ist, eine Bin- 
dung einzugehen, wenn er ihn kontaktiert, dadurch 
gekennzeichnet, daB jluftaufwdrts der Nachweiszone 
ein markierter Partner 1 ines spezifischen Bindungs- 
paares 2 auf einem Material durch Flussigkeit abldsbar 
imprSgnieri vorliegt und in der Lage ist. mit Partner 2 
des spezifischen Bindungspaares .2, der nicht der Ana- 
lyt ist. eine Bindung einzugehen, wenn dieser ihn kon- 
taktiert, . wobei: Partner 2 des spezifischen 
Bindungspaares 1 und Partner 2 des spezifischen Bin- 
dungspaares 2 spezrfisch an den zu bestimmenden 
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Analyt gebunden Oder durch Reaktion urrter Beteiligung 
des zu bestimmenden Analyts Teile einer von vom Ana- 
lyt abgeleiteten und diesen repraserrtierenden Sub- 
stanz sind. *„\; 
[0010] Gegenstand der Erfirtdung ist auch ein Kit zur s 
Bestimmung eines Analyts enthaltend ein Analyseele- 
ment, wie es vorstehend charakterisiert worden ist, 
sowie weiter enthaltend mindestens einen Partner aus 
der Gruppe Partner 2 des spezif ischen Bindungspaares 
1 und Partner 2 des spezif ischen Bindungspaares 2. 10 
[001 1 ] SchlieBlich ist Gegenstand der Erf indung auch 
ein Verfahren zur Bestimmung eines Analyts mittels 
spezif ischer Bindungspaare dadurch gekennzeichnet, 
daB eine von Analyt abgelertete und diesen reprasentie- 
rende Substanz, die Partner 2 eines spezifischen Bin* 75 
dungspaares 1 und Partner 2 eines spezifischen 
Bindungspaares 2 beinhattet in einem erfindungs- 
gemaBen Analyseelement zur Bestimmung eines Ana- 
lyts mrt markiertem Partner des spezifischen 
Bindungspaares 2 in Kontakt gebracht, durch Flussig- 20 
keitstransport in dem Analysenelement in Richtung der 
fluBabwarts der Probenauftragszone gelegenen Nach- 
weiszone bewegt, in der Nachweiszone an Partner 1 
des spezifischen Bindungspaares 1 gebunden und 
anhand der Markierung des Partners 1 des spezif i- 25 
schen Bindungspaares 2 bestimmt wird. 
[0012] Wesentlich fur das erfindungsgemaBe Analy- 
senelement ist. daB sich Russigkert innerhafb des Ana- 
lysenelementes in Richtung auf die Nachweiszone 
bewegen kann. Ein solcher FlussigkeitsfluB ist bei- 30 
spieisweise in einem entsprechend hergerichteten 
Hohlkfirper durch Schwerkraft mGglich. Vorrichtungen, 
die einen Flussigkeitstransport durch Zentrifugalkraft 
afs einer Form der Schwerkraft ermdglichen, sind bei- 
spielsweise aus EP-B 0 052 769 bekannt Bevorzugt 35 
entharten erfindungsgemaBe Analysenelemente jedoch 
saugfahige Materialien, die Flussigkeh durch Kapillar- 
kraft zu bewegen vermfcgen. Die Materialien der einzel- 
nen Zonen des erfindungsgemaBen Analysen- 
elementes kOnnen hierbei gleich oder auch verschieden 40 
sein. H&ufig wird es so sen, daB unterschiedliche 
Zonen aus unterschiedlichen Materialien bestehen, 
wenn diese optimal ihre Aufgabe erf ullen sollen. 
[0013} > Als mdgliche saugfahige. kapillaraktive Mate- 
rialien kommen grundsatzlich alle solche irr.Frage, die 45 
generell.in sogenannten.Trpckentesten", wie sie bei- 
spielsweise in US-A -4,861.711, USrA 5,591,645 oder 
EP-A-0 291 194 beschrieben sind, zur Flussigkeitsauf- 
nahme eingesetzt werden kfinnen. Als vorteilhatt haben 
sich hierfur beispielsweise pordse Materialien, wie. so: 
Membranen, beispielsweise Nrtrocellulosemembranen 
erwiesen. Es kfinnen jedoch auch faserige, saugfahige 
Matrixmaterialien wie Vliese, Gewebe oder Gewirke 
eingesetzt werdai. Vliese sind besonders bevorzugt 
Faserige Matrixmaterialien kdnnen Glasi Cellulose, ss 
Cellulosederivate, Polyester; Polyamid, aber auch -Vis- • 
kose, Zellwolle und Polyvirtylalkohol entharten Vliese : 
aus Fasern auf der Basis von Cellulose, -Polymerisatfa-: 


sern auf Basis von Polyester und / Oder Polyamid und 
einen organischen Bindemittel, das OH- und / oder 
Estergruppen aufwetst wi sie aus EP-B-0 326 135 
bekannt sind, sind beispielsweise erfindungsgemaB 
einsetzbar. Vliesmaterialien, enthaltend schmelzbare 
Copolyesterfasern neben Glasfasern, Polyesterfasern, 
Polyamidfasern, Cellulosefasem Oder Cellulosederiva- 
tefasern, wie sie in der etropdischen Patentanmeldung 
0 571 941 beschrieben sind, kdnnen auch in dem 
erfindungsgemaBen Analysenelement eingesetzt wer- 
den. Papiere, wie beispielsweise Teebeutelpapier, sind 
ebenfalls gut einsetzbar 

[0014] Zur Vertesserung der Handhabung des 
erfindungsgemaBen Analysenelementes kann sich das 
saugfahige kapillaraktive Material oder kOnnen sicti 
unterschiedliche saugfahige, kapillaraktive Materialien 
aufeinem stetfen Tragermaterial angeordnet befinden, 
welches seinerseits fur Flussigkeit nicht durchiassig ist, 
den FlussigkeitsfluB im Matrixmaterial nicht negativ 
beeinfluBt und sich in Bezug auf die im Analysenele- 
ment ablaufenden Reaktionen inert verhatt. Bevorzug- 
tes Tragermaterial kann beispielsweise Polyester-Folie 
sein, auf der das. den Flussigkeitstransport erm6gli- 
chende Matrixmaterial befestigt ist. 
[0015] In dem erfindungsgemaBen Analysenelement. 
k&nnen die einzelnen Zonen ubereinander, nebenein- 
ander oder teils ubereinander und teils nebeneinander 
auf dem Tragermaterial angeordnet sein. Besonders 
bevorzugt ist ein erf indungsgemaBes Analysenelement, 
bei dem sich Probenauftrags-und Nachweiszone 
nebeneinander auf dem Tragermaterial angeordnet 
befinden. Nebeneinander bedeutet in diesem Zusam- 
menhang, daB sich diese Zonen nebeneinander in 
direktem Kontakt miteinander befinden oder aber durch 
andere Zonen getrennt im wesentlichen in einer Ebene 
angeordnet sind. 

[0016] Die Probenauftragszone ist der Bereich des 
erfindungsgemaBen Analysenelementes. auf den die 
Probe aufgegeben wird, in der bestimmt werden soil, ob 
ein bestimmter Analyt oder eine vom Analyt abgeleitete 
und diesen reprdsentierende Substanz anwesend, 
gegebenerrfalls In welcher Menge er bzw, sie anwesend 
ist. 

[0017] Die Nachweiszone , ist der Bereich des 
erfindungsgemaBen Analysendementes, in dem die 
Bestimmung erfolgt, ob der untersuchte Analyt bzw. die 
vom Analyt abgeleitete und diesen reprdsentierende 
Substanz in der auf das Analysenelement gegebenen 
Probe vorhanden war. Diese Bestimmung kann qualita- 
tiv, halb quarrtitativ oder quarrtrtativ sein. Halb quantrta- 
tiv bedeutet hierbei, daB fur den Analyt bzw. die vom 
Analyt: abgelertete und diesen reprdsentierende Sub- 
stanz kein konkreter Konzerrtrationswert. sondern ein 
Konzentrationsbereich ermittelt.wird, in dem sich die 
Analytkonzentration bef indet. 
[0018] . In der Nachweiszone beftndet sich Partner 1 
eines. spezif ischen Bindungspaares 1 .so immobilisiert, 
daB er irr der Lage ist, mrt Partner 2 des spezifischen 
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Bindungspaares 1, der nicht der Analyt ist, eine Bin- 
dung einzugehen, wenn dieser ihn kontaktiert. Die 
tmmobilisierung kann durch chemische Reaktion, das 
heiBt, durch Ausbitdung einer kovalenten Bindung, 
erzeugt worden sein. Sie kann aber auch durch adsorp- 5 
tive Kratte erfolgen, welche alle Mdglichkerten auBer 
der Ausbildung kovalenter Bindungen einschlieBt. HSu- 
fig wird fur die Nachweiszone eine Nitrocellulosemem- 
bran verwendet, an die Proteine, aber auch 
Nukleinsauren bet Impragnieren fest binden, ohne w 
jedoch eine kovalente Bindung einzugehen. 
[0019] ErfindungsgemaB muB sich auBer Partner 1 
eines spezifischen Bindungspaares 1 auch ein markier- 
ter Partner 1 eines spezifischen Bindungspaares 2 in 
dem Anaiysenelement befinden. Dieser Partner darf is 
nicht immobilisiert sein, sondern muB durch Flussigkert 
abibsbar impragniert vorliegen, das heiBt, dieser mar- 
kierte Partner muB in Richtung der Nachweiszone 
durch Flussigkert transportabel sein. Vorteilhafterweise 
muB dieser markieile Partner durch mdglichst wenig 20 
Flussigkert von dem Matrixmaterial, auf dem er impra- 
gniert vorliegt, vollst&ndig, das heiBt, quantitative abge- 
I6st werden kdnnen. Als Matrixmaterial haben sich 
hierfur Vliese als besonders geeignet erwiesen, wie sie 
beispielsweise in EP-B-0 326 135 beschrieben sind. 25 
[0020] Spezifische Bindungspaare sind aus dem 
Stand der Technik bekannt und umfassen beispiels- 
weise Paare wie Hapten und Antikdrper, Antigen und 
Antikdrper, Lectin und Zucker oder Saccharid, Avidin 
oder Streptavidin und Biotin sowie Nukleins&ure und 30 
NuWeinsaure, Ligand und Rezeptor. Ein Antigen kann 
hierbei jedes Molekul sein, gegen das man experimen- 
ted in der Lage ist, Antik6rper zu erzeugen. Auch ein 
Antikfirper oder eine bestimmte Stelle eines AntikOr- 
pers, die ats Epitop bezeichnet wird, kann ein Antigen 35 
sein und von einem Antikfirper spezifisch erkannt und 
gebunden werden. Unter Nukleinsduren sollen alle 
mdglichen Formen von NukleinsSuren verstanden wer- 
den, die in der Lage sind, Bindungen uber komplemen- 
tare Basen einzugehen. Speziell, aber nicht als 40 
abschlieBende Uste seien DNA, RNA, aber auch Nukle- 
insaureanaloga, wie PeptidnuWeinsauren (PNA, siehe 
beispielsweise in WO 92/20702), genannt. Ligand und 
Rezeptor bezeichnen ganz allgemein eine spezifische 
Bindungswechselwirkung zwischen zwei Partnern, wie 45 
beispielsweise zwischen Hormon und Hormonrezeptor. 
[0021] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des 
erfindungsgemaBen Anaiysenelementes ist Partner 1 
eines spezifischen Bindungspaares 1 ein Antikarper, 
der ein Epitop auf einem anderen Antikdrper, der gegen so 
den Analyt gerichtet ist, erkennt. Das Epitop, gegen das 
der Antikorper gerichtet ist, entspricht dann Partner 2 
des spezifischen Bindungspaares 1. Ganz besonders 
bevorzugt wird als Partner 1 des spezifischen Bin- 
dungspaares 1 jedoch Avidin oder Streptavidin verwen- 55 
det, welches eine spezifische Bindung mit Biotin 
einzugehen in der Lage ist. Biotin bildet dann Partner 2 
des spezifischen Bindungspaares 1. 


[0022] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des 
erfindungsgemaBen Anaiysenelementes ist Partner 1 
des spezifischen Bindungspaares 2 ein Antikdrper 
gegen Partner 2 des spezifischen Bindungspaares 2. 
Dieser Partner 2 des spezifischen Bindungspaares 2 ist 
erfindungsgemaB bevorzugt ein Hapten, vorteilhafter- 
weise ein in der zu untersuchenden Probe nicht vorhan- 
denes Hapten. Genz besonders bevorzugt wird 
Digitoxigenin, Digitoxin, Digoxigenin oder Digoxin ats 
Hapten eingesetzt. 

[0023] Als Markierung des Partners 1 des spezifi- 
schen Bindungspaares 2 sind grundsatzlich alle Mar- 
kierungen mogiich, die fur Immunoassays aus dem 
Stand der Technik bekannt sind. Dies sind insbesond- 
ere radioaktive Markierungen oder Enzymlabel wie bei- 
spielsweise Peroxidase, alkalische Phosphatase oder 
Galaktosidase oder Fluorophore. Besonders bevorzugt 
werden jedoch sogenanrrte Direktlabel eingesetzt, das 
heiBt, Markierungen, die ohne weitere Handhabungs- 
schritte mit dem Auge durch ihre Farbe erkennbar sind. 
Vorteilhafte Markierungen disser Art sind beispiels- 
weise in Wasser unlGsliche Partikel wie Metall- oder 
Latexpartikel/aber auch Pigmente wie Silicat, RuB oder 
Selen. Insbesondere Metallpartikel werden erfindungs- 
gemaB bevorzugt als Markierung eingesetzt. Kolloida- 
les Gold ist als Markierung besonders bevorzugt. Die 
Markierung kann an Partner 1 des spezifischen Bin- 
dungspaares 2 kovalent oder auch adsorptiv gebunden 
sein, wobei adsorptiv alle MOglichkeiten auBer kovalen- 
ter Bindung einschlieBt. Im Falle farbiger Latexpartikel 
als Direktmarkierung liegt bevorzugt eine kovalente Bin- 
dung vor. Bei kolloidalen Metallen als Direktmarkierun- 
gen, insbesondere bei kolloidalem Gold werden 
vorzugsweise adsorptive Bindungen genutzt. 
[0024] Die Herstellung von Antikdrper-Gold-Konjuga- 
ten ist beispielsweise aus Roth, J. The colloidal gold 
marker system for light and electron microscopic cyto- 
chemistry", in Bullock, G.R. and Petrusz, P. eds; "Tech- 
niques in Immunocytochemistry", Vol. 2., New York, 
Academic Press, 1 983, S. 21 6-284 bekannt. 
[0025] Der markierte Partner 1 des spezifischen Bin- 
dungspaares 2 kann sich an unterschiedlichen Stellen 
des erfindungsgemaBen Anaiysenelementes befinden. 
Dies ist abhangig beispielsweise von der beabsichtigten 
ReaktionsfQhrung, von der Menge an zur Verfugung 
stehender Probe bzw. abhangig von der Analytkonzen- 
tration, wenn das Anaiysenelement zur Bestimmung 
f lussiger Proben bestimmt ist. 
[0026] So kann sich der markierte Partner 1 des spe- 
zifischen Bindungspaares 2 in der Probenauftragszone 
befinden,. er kann stromabwarts d r Probenauftrags- 
zone zwischen Probenauftragszone und Nachweiszone 
angeordnet sein Oder er kann sich auch stromaufwdrts 
der Probenauftragszone befinden. Zumindest der letzte 
Fall setzt voraus. daB das erf indungsgerr&Be Anaiysen- 
element auBer der Probenauftragszone auch noch eine 
Elutionsmitteiauftragszone besrtzt. Eine so!che Elutir 
oremittelauftragszone - bef indet sich dann entweder 
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stromaufwarts des Bereiches, an dem sich der mar- 
kierte Partner 1 des spezifischen Bindungspaares 2 
befindet oder dieser Bereich, wo der markierte Partner 

1 des spezifischen Bindungspaares 2 vorliegt, ist iden- 
tisch mit der Elutionsmittelauftragszone. Insofern kann 5 
eine Elutionsmittelauftragszone stromaufwarts der Pro- 
benauttragszone oder an der Stelle der Probenauf- 
tragszone auf dem erfindungsgemaBen Analyse- 
element vorliegen. Eine solche Elutionsmittelauftrags- 
zone wird unabhangig davon, wo sich der markierte w 
Partner 1 des spezifischen Bindungspaares 2 befindet, 
bevorzugt immer dann vorgesehen sein, wenn die zu 
untersuchende Probe nicht flussig ist oder nicht so vie! 
Flussigkert darsteltt, daB sie fur die Bestimmung des 
Analyten, das heiSt, fur den Transport des Analyten und 15 
der bendtigten Reagenzien bis in die Nachweiszone. 
ausreicht 

[0027] Ein wie vorstehend beschriebener Aufbau 
eines erfindungsgemaBen Analyseelements ist univer- 
sell fur die Bestimmung jedes Analyt geeignet, der 20 
durch spezifische Paarbindung nachweisbar ist. Hierfur 
mufB lediglich eine von Analyt abgelertete und diesen 
repraserrtierende Substanz, die Partner 2 eines spezifi- 
schen Bindungspaares 1 und Partner 2 eines spezifi- 
schen Bindungspasres 2 beinhartet in einem 25 
erfindungsgemaBen Analysenelement mit markiertem 
Partner 1 des spezifischen Bindungspaares 2 in Kon- 
takt gebracht werden, durch Flussigkeitstransport in 
dem Analysenelement in Richtung der fluBabwarts der 
Probenauftragszone gelegenen Nachweiszone bewegt, 30 
in der Nachweiszone an Partner 1 des spezifischen Bin- 
dungspaares 1 gebunden und anhand der Markierung 
des Partners 1 des spezifischen Bindungspaares 2 
bestimrrrt werden. Fur diese Bestimmung ist es beson- 
ders vorteilhaft, wenn bewegliche, nicht in der Nach- 35 
weiszone immobilisierte Reaktionskomponenten durch 
Flussigkert aus der Nachweiszone errtfernt werden. 
Wenn im Falle einer flussigen Probe die Probenflussig- 
kert zur Entfernung der beweglichen, nicht immobilisier- 
ten Reaktionskomponenten aus der . Nachweiszone 40 
nicht ausreicht. kann zusatzliche Flussigkert auf das 
Analysenelement aufgegeben werden, wobei diese Auf- 
gabe auf die Probenaufgabezone oder eine spezifische 
Elutionsmrttelaufgabezone erfolgen kann. 
[0028] Die den Analyt repraserrtierende Substanz 45 
kann aufunterschiedliche Art und Weise erzeugt wer- 
den. Im Falle eines Antigens als Analyt ist es beispiels- 
weise mdglich, daB der Analyt mit zwei Antik6rpern 
umgesetzt wird, cfie an den Analyt binden. Einer der bei- 
den AntikSrper tragt hierbei Partner 2 des spezifischen so 
Bindungspaares 1 , der andere Antikdrper tragt Partner 

2 des spezifischen Bindungspaares 2. Wenn der Analyt 
beispielsweise ein bestimmtes Eprtop mehrfach enthait, 
ist es moglich. daB die beiden Antikdrper identisch sind. 
ErfindungsgemaB ist es nicht unbedingt notwendig. daB ss 
die Mischung aus Analyt. Antikfirper mit Partner 2 des 
spezifischen Bindungspaares 1. und Antikfirper mit Part- 
ner-2-des spezifischen Bindungspaares-2.erst dann.mit 


Partner 1 des spezifischen Bindungspaares 2 auf dem 
erfindungsgemaBen Analysenelement in Kontakt 
gebracht wird, wenn der Sandwich-Komplex zwischen 
den beiden Antikfirpern und Analyt vollstandig ausgebil- 
det ist Wichtig ist letztendlich, daB in der Nachweis- 
zone im Zeitpunkt der Bestimmung des Analysen- 
ergebnisses ein Sandwich-Komplex an Partner 1 des 
spezifischen Bindungspaares 1 gebunden vorliegt.- 
Diese SandwicH-Bitdung kann bereits bei Aufgabe der 
Mischung aus Analyt und den beiden Sandwich bikten- 
den Antik6rpern auf das erfindungsgemaBe Analysen- 
element abgeschlossen sein, sie kann sich aber auch 
noch wShrend des Flussigkertstransportes der Reagen- 
zien zwischen Progenauftragszone und Nachweiszone 
vollziehen. Im auBersten Fall findet die Vervollstandi- 
gung der Sandwich- Reaktion in der Nachweiszone 
statt. Der Begriff "von Analyt abgelertete und diesen 
repraserrtierende Substanz" umfaBt deshalb auch eine 
Mischung der eine solche Substanz erzeugenden Kom- 
ponenten, sofern diese Komponenten zumindest in der 
Nachweiszone die von Analyt abgelertete und diesen 
repraserrtierende Si&staru ergeben. 
[0029] Im Falle der Bestimmung eines Antikdrpers als 
Analyt kdnnen in. Analogie zu der vorbeschriebenen 
Reaktion statt der beiden Arrtikfirper Antigene oder das 
Antigeneprtop repraserrtierende Gigopeptide verwen- 
det werden. wobei ein Teil der Antigenmolekule Partner 
2 des spezifischen Bindungspaares 1 tragt und der 
andere Teil der Antigenmolekule Partner 2 des spezifi- 
schen Bindungspaares 2. Zur Bestimmung wird ein 
Doppelarrtigen-Sandwich-Komplex aus zu bestimmen- 
den AntikOrper und je einem Antigen mit Partner 2:des 
spezifischen Bindungspaares 1 und einem Antigen mit 
Partner 2 des spezifischen Bindungspaares 2 gebildet, 
fur. den das zuvor fur die Antigenbestimmung ausge- 
fuhrte analog girt. 

[0030] . Der Aufbau des erfindungsgemdB universell 
einsetzbaren Analysenelementes ist auch fur di 
Bestimmung von NuWeinsauren hervorragend geeig- 
net. Hierzu muB die zu bestimmende Nukleinsdure oft 
vervietfartigt werden, urn ausreichende Mengen fur 
einen Nachweis zur VerfQgung zu haben. Dies kann 
beispielsweise mittels der dem Fachmann bekannten 
Polymerase Chain Reaction (PCR) oder Ligase Chain 
Reaction (LCR) erfolgen. Bei einer Vervierfattigurtg mit- 
tels PCR, bei der ausgehend von. einem als Primer ein- 
gesetzten Oligonukleotid Nukleotide zu einer zu der zu 
bestimmenden NuWeinsaure komplementaren NuWein- 
saure verknupft und an den Primer angeknupft werden, 
kann beispielsweise Partner 2 des : spezifischen Bin- 
dungspaares 1 oder Partner 2 des spezifischen Bin- 
dungspaares 2 gebunden an ein solches Nukieotid oder 
einen Primer in die Kopie der Nukleinsdure eingebaut 
werden. Wird das so erfcaftene Anplrfikationsprodukt 
mit Nukleinsdure hybridisiert cfie Partner 2 desjenigen 
Bindungspaares tragt den die komplementare verviel- 
faitigte . NuWeinsaure nicht aufweist, steht eine vom 
Analyt abgelertete und diesen reprasentierende Sub- 
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stanz zur Verfugung, die aufdem erfindungsgemaBen 
Anaiysenelement an den in der Nachweiszone immobi- 
lisierten Partner 1 des spezif ischen Bindungspaares 1 
f ixiert und mit dem markierten Partner des spezifischen 
Bindungspaares 2 bestimmbar gemacht worden ist. 
[0031] Desweiteren ist es mdglich bei ausreichenden 
Nukleinsduremengen auf eine Vervielfaitigung zu ver- 
zichten Oder die Vervielfaitigung der Nukleinsaure ohne 
Partner 2 der spezifischen Bindungspaare 1 Oder 2 
durchzufuhren AnschlieBend wird die den Analyt repra- 
sentierende Substanz durch Hybridisierung zweier 
Sonden, die jeweils Partner 2 des spezifischen Bin- 
dungspaares 1 und Partner 2 des spezfisichen Bin- 
dungspaares 2 tragen, erzeugt. 
[0032] Besonders bevorzugt wird fur eine Vervielfaiti- 
gung von zu bestimmender Nukleinsaure ein Partner 2 
des spezifischen Bindungspaares 1 Oder Partner 2 des 
spezifischen Bindungspaares 2 tragendes Nukleotid 
gemischt mit unmarkierten Nukleotiden verwendet und 
die vervielfSltigte Partner 2 des spezifischen Bindungs- 
paares 1 Oder Partner 2 des spezifischen Bindungspaa- 
res 2 tragende Nukleinsaure mit einer Nukleinsaure 
hybridisiert, die Partner 2 desjenigen spezifischen Bin- 
dungspaares tragi, das nicht in der fur die VervielfaKi- 
gung benutzten Nukleotidmischung vorhanden war. So 
wird ein fsiukleinsauredoppelstrang erhalten, in dem 
jeder Strang unterschiediiche Partner von spezifischen 
Bindungspaaren tragi Statt eines Partner 2 des spezifi- 
schen Bindungspaares 1 Oder Partner 2 des spezifi- 
schen Bindungspaares 2 tragende Nukleotids kann 
auch ein eben diesen Partner tragendes Oligonukleotid 
als Primer zusammen mit unmarkierten Nukleotiden 
verwendet werden. Als Partner 2 des spezifischen Bin- 
dungspaares 1 wird besonders bevorzugt Biotin und als 
Partner 2 des spezifischen Bindungspaares 2 ein Hap- 
ten, wie beispietsweise Fluorescein, Rhodamin, Digoxin 
Oder ganz bevorzugt Digoxtgenin verwendet. Als beson- 
ders vorteilhaft bei der Verwendung von Primern haben 
sich solche erwiesen, die biotinyliert sind. 
[0033] Dadurch, daft btotinylierte Nukleotide und Pri- 
mer kommerziell erhaitlich sind Oder Kits erhaitlich sind, 
mit denen solche Substanzen wie Hapten, beispiels- 
weise Fluorescein, Rhodamin, Digoxin Oder besonders 
Digoxigenin tragende Nukleins&uren Oder NuWeinsau- 
refragmente herzustellen sind, ist esfur den Fachmann 
sehr leicht mdglich, insbesondere fur Forschungs* 
zwecke, von zu bestimmenden NuWeinsauren abgelei- 
tete und diese reprasentierende Substanzen zu 
erhalten und mrttels des erf indungsgemaBen Analysen- * 
elementes schnell und einfach nachzuweisen. 
[0034] Fur di Bestimmung von Analyten ist es natur- 
lich auch mfiglich, einen Kit zur Verfugung zu stellen, 
der nicht nur das erfindungsgemaBe, universell einsetz- 
bare Anaiysenelement aufweist, sondern auch Partner 
2 des spezifischen Bindungspaares 1 Oder Partner 2 
des spezifischen Bindungspaares 2 Oder beide Partner. 
Diese Partner sind beispielsweise an ein Nukleotid; Oli- 
gonukleotid, eine Nukleinsaure, einen AntikOrper, ein 


Hapten Oder ein Antigen bzw. ein Eprtop oder an ein 
Lectin oder an einen Rezeptor fur einen Uganden kon- 
jugiert. Diese Substanzen haben die bereits father 
eriauterte Bedeutung. So ist es m6glich, dem Interes- 

5 sierten neben dem universell einsetzbaren Anaiysen- 
element Teile oder auch alle bendtigten weiteren 
Reagenzien fur die Bestimmung eines speziellen Ana- 
lyts zur Verfugung zu stellen. Hterbei ist es im wesentli- 
chen unerheblich, ob sich die Partner 2 des 

10 spezifischen Bindungspaares 1 und Partner 2 des spe- 
zifischen Bindungspaares 2 in getrennten Behdltnissen 
oder zusammen in einem Behdltnis bef inden. Dies trifft 
insbesondere fur solche Systeme zu t bei denen der zu 
bestimmende Analyt mittels zwei Antikdrpern oder mit- 

15 tels Antigenen uber einen Sandwich-Komplex nachge- 
wiesen wird. Soli ein Kit zur Bestimmung einer 
Nukleinsaure zusammengesteltt werden, ist es vorteil- 
haft, daB Partner 2 des spezifischen Bindungspaares 1 
oder Partner 2 des spezifischen Bindungspaares 2 tra- 

20 gende Nukleotide oder Primer getrennt aufbewahrt wer- 
den von einer der zu bestimmenden Nukleinsaure 
komplementaren Nukleinsaure die Partner 2 desjenigen 
spezifischen Bindungspaares tragt, der von dem Part- 
ner, der mit dem Nukleotid bzw. dem Primer konjugiert 

25 ist, verschieden ist. 

[0035] Das beschriebene erfindungsgemaBe. univer- 
sell einsetzbare Anaiysenelement bietet vor allem Vor- 
teile bei Analytbestimmungen in Forschung und 
Entwicklung, wo der Analyt sehr unterschiedlich sein 

30 kann. Besonders. vorteilhaft ist das erfindungsgemaBe 
Anaiysenelement insbesondere fur die Bestimmung 
von NuWeinsauren einsetzbar Nukleotide und Oligonu- 
Weotide, die mit Partnern 2 eines spezifischen Bin- 
dungspaares 1 bzw. Partner 2 eines spezifischen 

35 Bindungspaares 2 konjugiert sind, sind in einer breiten 
Vietfalt kommerziell erhattlich. Das gleiche trifft auch fur 
Partner 2 eines spezifischen Bindungspaares 1 oder 
Partner 2 eines spezifischen Bindungspaares 2 tra- 
gende Nukteinsauresonden zu, die leicht mit kommerzi- 

40 ell erhaitlichen Kits hergestellt werden kOnnen. 
Insbesondere Biotin und / Oder Digoxin bzw. Digoxi- 
genin tragende Nukleinsauresonden sind so leicht 
erhaitlich. 

[0036] Der universell einsetzbare Aufbau des 
45 erfindungsgemaBen Analysenelemerttes ist auch des- 
haib vorteilhaft, weil ublicherweise bei Immunoassays 
mit markierten Bindungspartnern des Analyts der mar- 
kierte Bindungspartner eine kritische Komponente dar- 
stelh. Bisher war es ublich, je nach Analyt einen 
so entsprechenden markierten Bindungspartner herzustelr 
len, fur den dann auf dem Anaiysenelement optimale 
Bedingungen fur Reaktion und Lagerung geschaffen 
werden muBten: Dies erforderte in der Vergangenheit 
einen hohen Aufwand. Mit dem erfindungsgemaBen 
55 Anaiysenelement wird jetzt ein Element zur Verfugung 
gestellt, das universell anwendbar ist. Die spezifischen 
Reagenzien kdnnen kurzfristig und zu niedrigen Kosten 
als Flussigreagenzien hergestellt werden. Optimie- 
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rungsarbeit insbesondere in Bezug auf die Lagerfahig- 
kelt sotcher Reagenzien auf Analysenelementen 
entfailt. 

[0037] Daruberhinaus ist es aber auch moglich, falls 
dies gewunscht wird, das erf indungsgemaBe Analysen- 
element nicht nur als universelles Analysenelement 
zusammen mil den spezifischen Reagenzien als Flus- 
sigreagenzien zu verwenden, sondern, ausgehend von 
dem erfindungsgemaBen Analysenelement ein Analy- 
seetement zu erzeugen, das die fur den spezifischen 
Nachweis eines Analyts erforderliche Gesamtheit alter 
Reagenzien errthatt. Fur einen Antigennachweis mittels 
Sandwichkomplexbildung kOnnen so beispielsweise die 
erforderlichen AntikOrper, sofern der eine mit Partner 2 
eines spezifischen Bindungspaares 1, der andere mit 
Partner 2 eines spezifischen Bindungspaares 2 konju- 
giert ist, auf einem erfindungsgemaBen Analysenele- 
ment integriert vorliegen. Gleiches girt auch fur ein 
erfindungsgemaBes Analysenelement, das fur den 
Nachweis eines Antikdrpers mittels Sandwichkomplex- 
bildung bestimmt ist. Hier liegt ein Teil des erforderli- 
chen Antigens konjugiert mit Partner 2 einies 
spezifischen Bindungspaares 1 und der andere Teil des 
Antigens konjugiert mil Partner 2 eines spezifischen 
Bindungspaares 2 auf dem Analysenelement integriert 
vor. Solche Konjugate kfinnen in einer gemeinsamen 
Zone Oder in benachbarten. ubereinander Oder neben- 
einander angeordneten Zonen des erfindungsgemaBen 
Analyseneiements angeordnet sein. Hierbei kdnnen 
dann beide Konjugate in der Probenauftragszone Oder 
eines der Konjugate in der Probenauftragszone und das 
andere in einer Zone zwischen Probenauftrags-und 
Nachweiszone oder beide Konjugate getrennt Oder 
zusammen in einer Zone zwischen Probenauftrags-und 
Nachweiszone untergebracht sein. Im Falle einer strom- 
aufwarts der. Probenauftragszone angeordneten Eluti- 
onsmittelzone gibt es auBer den zuvor.aufgefuhrten 
M&glichkeiten auch noch die, daB die die Partner 2 der 
spezifischen Bindungspaare' 1 und 2 tragenden Anti- 
gene oder AntikOrper zwischen Elutionsmittel- und Pro- 
benauftragszone getrennt oder zusammen angeordnet 
sind. Solche, alle erforderlichen . Reagenzien zur 
Bestimmung eines Analyts ertthaltenden Analysenele- 
mente beinhatten die Vorteile des erfindungsgemaBen 
einfachen und uni-versellen Aufbaus und sind fur. den 
Benutzer enorm einfach zu handhaben, da nur. eine - 
Probe aufgegeben. werden muB, ansonsten aber keine 
Handhabungsschritte mehr erforderlich sind, bevor in 
der Nachweiszone das Ergebnis abgelesen wird. 
[0038] Ein erfindungsgemaBes Analysenelement ist 
auch zur Bestimmung mindestens eines von mehreren 
Analyten einsetzbar. Beispielsweise gilt es heute bei 
der Untersuchung von Proben auf eine HIV-lnfektion 
festzustellen, ob einer von.mehreren moglichen Antik6r- 
pertypen; namlich AntikSrper gegen HIV 1-, gegen HIV 2 
Oder gegen HIV 1 Subtyp O vorhanden ist Die Anwe-. 
senheit von AntikOrpern gegen einen Typus reichen 
eine Probe als positiv zu bewerteo: Gegen -welchen 


Typus die gefundenen AntikOrper genau gerichtet sind, 
ist zumindest bei Screeningverfahren. erst von nachge- 
ordneter Bedeutung. Ein erfindungsgemaBes Analy- 
senelement, das fur eine solche Bestimmung geeignet 

s ist, enthait jeweils ein Paar von Antigenkonjugaten 
gegen jeden Antikfirper, auf den hin eine Probe unter- 
sucht werden soil. Jedes Paar enthait Antigen konju- 
guert mit Partner 2 des spezifischen Bindungspaares 1 
und Antigen konjugiert mit Partner 2 des spezifischen 

10 Bindungspaares 2, wobei das Antigen spezrfisch an 
einen bestimmten AntikOrpertypus bindet. Die Antigen- 
konjugate kOnnen jeweils getrennt vorliegen. Es ist aber 
auch mdglich, daB alle Antigenkonjugate gemischt sind 
und zusammen in einer Zone untergebracht sind. Fur 

75 die Lokalisierung solcher Konjugate in einem 
erfindungsgemaBen Analysenelement gelten die zuvor 
ganz allgemein fur Konjugate von Antigenen oder Arrti- 
kBrpern mil Partnem 2 von spezifischen Bindungspaa- 
ren 1 und 2 gemachten Ausfuhrungen. 

20 [0039] Ein analoges Analysenelement fur die Bestim- 
mung von Influenza kann das Vorliegen von Inf luenzavi- 
ren A und / oder Influenzaviren B nachweisen. Hierzu 
werden Konjugate von Antikdrpern gegen Influenza A- 
Viren mit Partnern 2 von spezifischen Bindungspaaren 

25 1 und 2 sowie Konjugate von. ArrtikGrpern gegen Influ- 
enza-Viren B mit Partnern 2 der spezifischen Bindungs- 
paare 1 und 2 eingesetzt. Bei Vorliegen mindestens 
eines der beiden Virentypen zeigt das erfindungsge- 
maBe Analysenelement in der Nachweiszone einen 

30 positiven Befund an. 

[0040] Daruberhinaus ist es mdglich, daB ein erfin- 
dungsgemaBes Analysenelement audi noch- weitere 
funktionelle Zonen enthatt. Beispielsweise hat es sich 
als vorteilhaft erwiesen fur die Untersuchung von Voll- 

3$ blut in dem erfindungsgemaBen Analysenelement eine 
Zone vorzusehen, in der Plasma bzw. Serum als Ware 
Flussigkeit von Vollblut abgetrennt wird und Blutzellen . 
zuruckgehatten werden. Nur die Ware Flussigkeit wird 
dann bis in die Nachweiszone transportiert. Fur die 

40 Trennung von Plasma bzw. Serum aus Vollblut sind bei- 
spielsweise Glasfaservliese geeignet, wie sie in EP-A-0 
045 „476.beschrieben sind. Ein solches fQr die Abtren- 
nung. von Plasma bzw. Serum aus Vollblut geeignetes 
Medium kann beispielsweise in der Probenauftrags- 

45 . zone oder zwischen Probenauftragszone und Nach- 
weiszone.angeordnet sein. 

[0041] Ausgehend von dem universel! eirtsetzbaren 
Aufbaudes erfindungsgemaBen Analysenelementes ist 
die ErrtwickJung von Analysenelementen, die alle Rea- 
so genzien zum Nachweis eines oder mehrerer Analyte 
tragen, im Hinblick auf den bisherigen Entwicklungsauf- 
wand: weserrtlich vereinfacht und ErrtwicWungszerten 
kflnnen so verkurzt werden. 

[0042] Zwei besonders bevorzugte erfindungsge- 
55 maBe Analysenelemente sind in Rg. 1 und 2 abgebil- 
det. * 
[0043] . Fig. 1 zeigt ein erfindungsgemaBes universel! 
einsetzbares Analysenelement das aufeiner Tragerfolie 
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(6). 

eine Elutionsmittelaufgabezone (4), 

eine Zone mit markiertem Partner 1 des spezifi- 

schen Bindungspaares 2 (3), 

eine Probenaufgabezone (1), 

eine Nachweiszone (2) mit einem farblosen Nach- 

weisstrich (7), enthaltend immobilisierten Partner 1 

des spezifischen Bindungspaares 1 und einem 

farblosen Kontrollstrich (8), der einen Antikdrper 

gegen Partner 1 des spezifischen Bindungspaares 

2 enthait, 

sowie eine Flussigkeitssammelzone (5) besitzt. Die 
Zonen sind nebeneinander, im wesentlichen in 
einer Ebene, aufder Tragerfolie (6) angeordnet 
wobei "nebeneinander" hier jeweils eine leichte 
Uberiappung der in Flussigkeitstransportrichtung 
vorhergehenden mit der nachfolgenden Zone mit 
einschlieGt, damrt der Russigkeitsubergang von 
einer Zone in die andere gewahrleistet ist. 

[0044] Das erfindungsgema&e Analyseelement, das 
in Fig. 2 dargestelrt ist, ist ein vollintegriertes Analysen- 
element, das heiBt; es besitzt afle fur die Durchfuhrung 
einer Analytbestimmung notwendigen Reagenzien. Es 
ist auGerdem fur die Untersuchung von Vollblut geeig- 
net. Auf einer Tragerfolie (6) sind 

eine Probenaufgabezone (1 ), 

eine Zone mit den Partnern 2 der spezifischen Bin- 

dungspaare 1 und 2 (9), 

eine Zone mit markiertem Partner 1 des spezifi- 
schen Bindungspaares 2 (3), 
eine Plasma- bzw. Serumabtrennzone (10), 
eine Nachweiszone (2) mit einem farblosen Nach- 
weisstrich (7), enthaltend immobilisierten Partner 1 
des spezifischen Bindungspaares 1, und einem 
farblosen Kontrollstrich (8), der einen AntikGrper 
gegen Partner 1 des spezifischen Bindungspaares 
2 enthdlt sowie eine Flussigkeitssammelzone (5) 
nebeneinander angeordnet. 

[0045] Die Erfindung wird durch die nachfolgenden 
Beispiele naher eriautert. 

Beispiel 1 

Bestimmuno von NukBeinsclure 

a) Analvsenelement 

[0046] Es wurde ein Teststreifen gemaB Figur 1 her- 
gestetlt. Auf einer 5 mm brerten und 10 cm langen Tra- 
gerfolie (6) aus Polyester (Melinex® 350 \im dick von 
Imperial Chemistry Industries, GroBbritannien) wurden 
mit Schmelzkleber (Dynapol® S 1358 von Huls AG, 
Deutschland) ^ 


ein 1 ,5 mm dickes und 1 ,5 cm langes Vlies aus 1 00 
Teilen Glasfasern (Durchmesser 0,49 bis 0,58 jim 
Lange 1000 \im) und 5 Teilen Polyvinylalkoholfa- 
sern (Kuralon ® VPB 105-2 von Kuraray) mit einem 
5 Fiachengewicht von 1 80 g / m 2 als Flussigkeitsam- 
meizone (5), 

- eine 1,5 cm lange Cellulosenrtrat-Membran (Typ 
CN 11301 von Sartorius, Deutschland) als Nach- 
weiszone (2), 

io - ein 8 mm langes Vlies enthaltend 80 Teile Poly- 
esterfasern, 20 Teile Zellwolle und 20 Teile Polyvi- 
nylalkohol mit einer Dicke von 0,32 mm und einem 
Fiachengewicht von 80 g / m 2 . dessen Herstellung 
in Beispiel 1 der europdischen Patentschrift 0 326 

15 1 35 beschrieben ist als Probenaufgabezone (1 ), 

ein 8 mm langes Vlies aus 80 Teilen Polyesterfa- 
sern, 20 Teilen Zellwolle und 20 Teilen Polyvinylal- 
koholfasern, einer Dicke von 0,32 mm und einem 
Rachengewicht von 80 g / m 2 , dessen Herstellung 

20 in der europaischen Patentschrift 0 326 135, Bet- 
spiel 1 beschrieben ist enthaltend Goldkonjugat ate 
Zone mit markiertem Partner des spezifischen Bin- 
dungspaares 2 (3) und 

ein 30 mm langes Vlies (Typ Binzer Tl 05 von Bin- 
25 zer, Deutschland) als Elutionsmittelaufgabezone 
(4) leicht uberlappend nebeneinander befestigt. 

Zur Nachweiszone (2): 

30 [0047] Auf die zuvor beschriebene Zellulosenitrat- 
membran wurden durch Strichdosierung eine wassrige 
Streptav»dinl6sung (7 mg / ml) aufgebracht. Hierzu 
wurde die Dosierung so gewahlt, daB ein Strich mit 
einer Breite von ca. 0^5 mm entsteht. Dieser Strich (7) 

35 dient zum Nachweis des zu bestimmenden Analyts. Die 
Membran wurde anschlieBend luftgetrocknet. 
[0048] In einem Abstand von etwa 4 mm von dem 
Streptavidinstrich wurde durch Strichdosierung eine 
wassrige LOsung eines polykJonalen AntikOrpers aus 

40 Kaninchen-IgG gegen Maus IgG (Bezugsquelle: DAKO 
Diagnostica GmbH, Hamburg, Deutschland) (0,5 mg / 
ml) aufgebracht. Auch hier wurde die Dosierung so 
gewahlt, daB ein Strich mit einer Breite von ca. 0,5 mm 
entsteht. Dieser Strich (8) dient zur Funktionskontrolle 

45 des Teststreifens. Die Membran wurde anschlieBend 
luftgetrocknet. 

Zum Goldkonjugatvlies (3): 

50 [0049] 

Goldsol mit einem mittlereri Partikeldurchmesser 
von ca. 40 nm wurde nach der Methode von Frens 
(Frens. G.. "Preparation of gold dispersions of 
55 varying particle size: controlled nucleation for the 
regulation of the particle size in monodisperse gold 
suspensions" in Nature: Physical Science 
241(1973), 20-22) durch Reduktion einer 0,01 
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Gewichtsprozentigen Tetrachlorgoldsdureldsung 
unter Kochen mitlels Trinatriumcitrat hergesteill. 
Die Antikfirper-Goldkonjugat-Herstellung erfolgte in ■■: 
Anlehnung an die Methode von Roth, J. "The colloi- 
dal gold marker system for light and electron micro- 5 
scopic cytochemistry" in Bullock, G.R. and Petrusz, 
P., eds., Techniques in Immunocytochemistry", Vol. 
2, New York, Academic Press. 1983. 216-284. 

[0050] Nach dem Abkuhlen der wie zuvor beschriebe- 10 
nen Goldsoll&sung auf Raumtemperatur wurde der pH- 
Wert des Goldsots mit 0,2 M K 2 C0 3 so eingestellt, da6 
er urn 0.5 bis 1 ,0 pH-Einheiten uber dem isoelektri- 
schen Punkt des AntikOrpers lag. Die oplische Dichte 
(OD) des Goldsols (Extinktion bei 525 nm und 1 cm is 
Uchtweg) betrug typischerweise 1,0. Zum Goldsol 
wurde eine dialysierte L&sung eines monoklonalen IgG- 
Antikfirpers gegen Digoxygenin (MAK {Digoxygenin) 
IgG) (Bezugsquelle Boehringer Mannheim GmbH, 
Deutschland) zugegeben. Die Menge an Antikdrperld- 20 
sung wurde so gewShK, daB dessen Konzentration in 
der Goldsolldsung typischerweise bei 2 fig / ml lag. 
Nach 30 Minuten Ruhren bei Raumtemperatur wurde 
das Goldkdnjugat durch Zugabe einer hochkonzentrier- 
ten Rinderserumalbumin-L6sung (Endkonzentration in 25 
der KonjugatlGsung: 1 mg / ml) abgesattigt ■ 
[0051] Das Goldkonjugat wurde durch Ultrafiltration 
gegen einen 20 mM Tris-Puffer pH 8.0 auf eine optische 
Dichte von typischerweise 20 aufkonzentriert Die Kon- 
jugatl&sung wurde abschlieBend auf 100 nM Brij® und 30 
0,05 Gew.-% NaN 3 aufgestockt. 

- Das so hergestellte Goldkonjugat (optische Dichte, 
OD = 20) wurde mit einem Tr&nkpuffer in einem 
VolumenverhSltnis 1 :1 aufeine optische Dichte, OD 35 
= 10 eingestellt. Der TrSnkpuffer enthieltdie nach- 
folgenden Komponenten: 

1 Gew.-%Sacharose 

. 200mM HEPES ... 40 

100mMNaCI 
.140mMHarnstoff .. 
.6 mM N-Acetylcystein ; . 

2 mM EDTA 

- 0,1 Gew.-%Tween®20. - 45 

[0052] Das Polyester-Zellwoll-Polyvinylalkohol- 
Mischvlies wurde mit einer konstanten Geschwindigkeit 
zun&chst durch eine die TrSnklosung enthaltende 
Wanne gezogen, anschiieBend durch zwei in einem so 
Abstand von 250 jim angeordnete Edelstahlwalzen 
abgequetscht und anschlieBend mittels eines Umluft- 
rockners getrocknet. Unter den beschriebenen Bedi- 
nungen betrSgt die Trankaufnahme des - Vtieses 
typischerweise etwa 270 ml / m 2 . . 55 


b) Bestimmuna eines Amplifikationsproduktes von 
Chlamydia tra chomatis 

[0053] Ein Fragment des kryptischen Plasmides (7.5 
Kb) von Chlamydia trachomatis mit 143 Basenpaaren 
wurde amplifiziert. Hierzu wurden die Primer des Chla- 
mydia trachomatis Primer and Capture Probe Set (Boe- 
hringer Mannheim, Deutschland) verwendet (Primer 1 : 
20-mer, Position 274-295; Primer 2: 24-mer, Position 
393-416 rev.). 

- Markierung erfolgte mit DIG-11-dUTP (DIG steht 
fur Digoxygenin) und einer 5-biotinmarkierten 
Fangsonde (Boehringer Mannheim GmbH, 
Deutschland) 

Der PCR-Mastermix enthiett 2,5 U Taq-Polymer- 
ase, 10 |Jil 10-fachen PCR-Puffer einschlieBlich 25 
mmolar Magnesiumchlorid, 0.2 \i molar betde Pri- 
mer, 0.1 mmolar jedes Desoxynucleotid und 0,02 
mmolar DIG-11-dUTP. Hieraus ergibt sich eine 
Markierungsstdchiometrie von 1:5 DIG-11-dUTP 
zu Desoxynnutdeotide. Der Mastermix wurde durch 
Hinzupipettieren von 10 \x\ einer L6sung, die ca. 
100 Kopien /pi des kryptischen Plasmidfragmentes 
* errthieH und destilliertem Wasser auf 100 \i\ aufge- 
fullt. Der Mastermix wurde 10 min. bei 94°C 
geschmolzen und durchlief 35 mal einen ZyWus. 
bei dem er jeweils 40 Sekunden bei 94°C gehaften 
wurde, 30 Sekunden bei 52°C und 45 Sekunden 
bei 72° C. Das PCR-Produkt wurde in einem 2,5% 
Agarose-Gel kontrolliert, welches mit Ethidiumbro- 
mid gefarbt wurde. 

Zur Hybridisierung wurde 1 fxl einer S'-biotinmar- 
kierten Fangsonde (Position 354 - 374) in einer 
Konzentration von 30 n molar zu 50 \i\ des Amplifi- 
kationsproduktes gegeben. Die markierte Fang- 
sonde lag soin einer Konzentration von 0,6 \i molar 
vor. Die Probe wurde danach fur 5 Minuten bei 95° 
C.aufgeschmolzen und anschlieBend fur 15 Minu- 
ten bei 37° C hybridisiert 

Zur Bestimmung der NuWeinsaure aufdem zuvor 
beschriebenen Teststreifen gemaB Fig. 1 wurden 5 
fil des Hybridisierungsproduktes auf die Probenauf-. 
gabezone (1) gegeben. Danach wurde der Test- 
streifen mit der Elutionsmittelaufgabezone (4) fur 5 
Sekunden in einen Chromatographiepuffer 
getaucht, wobei daraufgeachtet wurde, daB die 
Zone (3) mit dem Goldkonjugat nicht in die Flussig- 
keit getaucht wurde. Der Chromatographiepuffer 
hatte die folgende Zusammensetzung: 0,9 Gew.-% 
Kochsalz, 50 mM Kaliumphosphat. 0,09 Gew.-% 
Natriumazid, 2 Gew.-% Rinderplasmaalbumin und 
- . 0,25 Gew.-% Tween® 20. 

[0054] Nach 10 Minuten war der Chromatographiepuf- 
fer aus der Elutionsmittelaufgabezone (4) bis in die 
Russigkeitssammetzone (5) gewandert In der Nach- 
weiszone (2) waren 2 rote Striche deutlich sichtbar, 
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wobei der rote Nachweisstrich (enthaltend Streptavidin) 
einen positiven Befund signalisiert und der rote Kontroll- 
strich (enthaltend PAK <MAUS Fcy>) die ordnungsgen- 
ma(3e Funktion des Analysenelementes. 

Beispiel 2 

Nachweis von Influenza A/B-Viren 

a) Analysenelement 

[0055] Es wurde ein Teststrerfen gemaB Fig. 1 herge- 
stellt. Samtliche Bestandteile des Analysenelements 
stimmten mit dem in Beispiel 1 beschriebenen Analy- 
senelement zur Bestimmung von NuWeinsSure uberein. 

b) Influenza-spezifische Immunoreaaenzien 

[0056] Antikdrper zum Nachweis des Nukleoproteins 
von Influenza A- und Influenza B-Viren wurden erhalten 
von Rtzgerald Industries Int., Concord, Massachusetts, 
USA. 

- Zur Herstellung eines biotinmarkierten monoklona- 
len Antikdrpers aus Maus-IgG gegen das Nukleo 
protein von Influenza A wurde zu einer Ldsung von 
20 mg / ml Antikdrper in 0,1 M Kaliumphosphat pH 
8,5 ein Succinimidesterderivat des Biotins in einem 
6-fachen molaren UberschuB zugegeben. Der 
Ansatz wurde fur 90 Minuten bei 25°C unter Ruhren 
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Aufstockung 
der Ldsung mit Lysin aufeine Endkonzentration von 
10 mM abgestoppt. Das uberschussige Biotinylie- 
rungsreagenz wurde durch Dialyse entfernt und die 
Ldsung eingefroren. 

Fur die Herstellung eines biotinylierten monoklona- 
len Antikdrpers gegen das Nukleoprotein von Influ- 
enza B wurde analog vorgegangen. 
• . Zur Herstellung eines digoxigenylierten monoklo- 
nalen Antikdrpers gegen das Nukleoprotein von 
influenza A wurde zu einer Ldsung von 10 mg / ml 
des monoklonalen Antikdrpers in 0,1 M Kalium- 
phosphat ein in Dimethylsulfoxid (DMSO) geldstes 
Succinimidester-Derivat des Digoxigenins in einem 
4-fachen molaren UberschuB so zugegeben, daB 
die Endkonzentration an DMSO in der Ldsung 5 
Vol.% betrug. Der Ansatz wurde fur 60 Minuten bei 
25° C unter Ruhren inkubiert. Die Reaktion wurde 
danach durch Zugabe einer 1 molaren wdssrigen 
Lysinldsung abgestoppt, so daB die Endkonzentra- 
tion an Lysin 10 mM war. Das uberschussige Digo- 
xig nylierungsreagenz wurde mittels Dialyse 
gegen einen 20 mM Kaliumphosphatpuffer pH 8,0 
entfernt und die Losung bis zur Benutzung einge- 
froren. 

Die Herstellung eines digoxigenylierten monoklo- 
nalen Antikdrpers gegen das Nukleoprotein- von 
Influenza B erfolgte analog zu der vcrbeschriebe- 


nen Digoxigenyii rung des monoklonalen Antikdr- 
pers gegen das Nukleoprotein von Influenza A. 

[0057] Die verwendeten Influenza A- und Influenza B- 
5 Antikdrper sind typspezrtisch, das heiBt, der Influenza 
A-Antikdrper erkennt lediglich das Nukleoprotein aus 
Influenza A-Viren, wahrend der monoklonale Influenza 
B-Antikdrper lediglich das Nukleoprotein aus Influenza 
B-Viren erkennt. Die Antikdrper sind jedoch nicht Sub- 
io typ-spezifisch, das heiBt, der monoklonale Antikdrper 
gegen Influenza A erkennt alle Influenza A-Subtypen. 

c) Bestimmung von Influenza A- und / Oder Influenza B- 
Viren 

15 ■ , ■ 

[0058] Als Probenmaterial zum Beleg der Sensitrvitat 
des erfindungsgemdBen Analysenelements wurden 
verdunnte Viruskulturuberstfinde verwendet. Die Virus- 
kultivierung erfolgte auf MDCK-Zeilen, einem perma- 

20 nenten Hundenierenzellstamm. Die Bebruhtung 
erfolgte im ublichen Kulturmedium fur etwa 7 Tage bei 
33° C. Als Vertreter fur Influenza A wurde der Subtpy 
H3N2 (Stamm Beijing 32/92), als Vertreter fur Influenza 
B der Stamm B/Harbin7/94 kultiviert. Die Kulturuber- 

25 stSnde wurden mit Kulturmedium in Zweierschrrtten ver- 
dunnt. 

[0059] Von jeder unterschiedlichen Verdunnung wur- 
den 65 |il Kulturuberstand, 1 5 \x\ Lysepuffer (6% Zwrtter- 
gent® , 3-tO in Rinderserumalbumin enthaltender 

30 physiologischer Kochsalzldsung) und jeweils 5 jjlI einer 
Ldsung von biotinyliertem monoklonalen Antikdrper 
gegen Influenza A und digoxigenylierten monoklonalen 
Antikdrper gegen Influenza A zum Nachweis von Influ- 
enza A bzw. je 5 jil einer Ldsung von biotinyliertem 

35 monoklonalen Antikdrper gegen Influenza B und digoxi- 
genyliertem monoklonalen Antikdrper gegen Influenza 
B in ein Eppendorf-GefdB pipettiert (die Konzentration 
der Antikdrperkonjugatstammldsungen betrug jeweils 
20 fig / ml). Die lysterte Probe wurde kurz durch Schut- 

40 teln homogenisiert und anschlieBend 80 ^l auf das 
Goldkonjugatvlies (3) des Teststreifens gemaB Fig. 1 
pipettiert: AnschlieBend wurden die Teststreifen fur ca. 
5 Sekunden mit der Elutionsmittelaufgabezone (4) in 
den Chromatographiepuffer (0,9 Gew.-% Kochsatz, 50 

45 mM Kaliumphosphat, 0,09 Gew.-% Natriumazid, 2 
Gew.-% Rinderplasmaalbumin und 0,25 Gew.-% 
Tween® 20) getaucht. Das Testergebnis wurde nach 10 
Minuten in der Nachweiszone (2) abgelesen. 
[0060] Beim Influenza A-KulturOberstand konnte bis 

so zu einer Kulturverdunnung von 1 :64 ein roter Nachweis- 
strich zum Zeich n eines positiven Befundes erkannt 
werden. Beim Influenza B-Kulturuberstand wurden die 
Verdunnungen bis zur Stufe 1:128 positiv erkannt. Der 
Kbntrollstrich zeigte durch seine rote Farbe in alien Fal- 

55 len die ordnungsgemSBe Funktion des Teststreifens an; 
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Beispiel 3 

Nachweis von HIV-Arrtik6rpern 

a) Analvsenelement 5 

[0061] Es wurde ein Teststreifen gemaB Figur 2 her- 
gestellt Aufeiner 4 mm breiten und 10 cm langen Tra- 
gerfolie (6) aus Polyester (Melinex®, 350 \xm dick von 
Imperial Chemistry Industries, GroBbritannien) wurden 10 
mit Schmelzkleber (Dynapol® S 1358 von HOIs AG, 
Deutschland) 

ein 0,9 mm dickes und 1 ,4 cm langes Vlies aus 100 
Teilen Glasfasem (Durchmesser 0.49 bis 0,58 jim, 75 
Lange 1000 (im) und 5 Teilen Polyvinylalkoholfa- 
sern (Kuralon ® VPB 105-2 von Kuraray) mit einem 
Fiachengewicht von 100 g / m 2 als Flussigkeitsam- 
melzone (5), 

eine 1 ,5 cm lange Cellulosenitrat-Membran (Typ 20 
CN 11301 von.Sartorius, Deutschland) als Nach- 
weiszone (2), 

- • ein 1 ,2 cm langes Vlies aus 100 Teilen Glasfasern 

(Durchmesser 0,49 bis 0,58 \xrr\, Lange 100 urn) 
und 5 Teilen .PolyvinylalkohoHasern ((Kuralon ® 25 . 
VPB 105-2 von Kuraray) mit einem Fiachengewicht 
von 100 g / m 2 , das mit Brij ® (1 Gew.-%ig) impra- 
gniert ist als Plasma-bzw. Serumtrennzone(IO), 
ein 12 mm langes Vlies aus 80 Teilen Polyesterfa- 
sern, 20 Teilen Zellwolle und 20 Teilen Polyvinylal- 30 
kohotfasern, einer Dicke von 0,32 mm und einem 
Fiachengewicht von 80 g / m 2 , dessen Herstellung 
in der europaischen Patentschrift 0 326 135, Bei- 
spiel 1 beschrieben ist, enthaltend Goldkonjugat als 
Zone mit markiertem Partner des spezifischen Bin-: 35 
dungspaares 2 (3), v * . 

- ein 12 min langes Vlies aus 80 Teilen Polyesterfa- 
sern, 20 Teilen Zellwolle und 20 Teilen Poylvinylal- 
kohoHasern, einer Dicke von 0,32 mm und einem 
Fiachengewicht von 80 g / m 2 dessen Herstellung 40 
in der europaischen Patentschrift 0 326 135, Bei- 
spiel -1, beschrieben ist, enthaltend digoxigenylierte 
und^biotinylierte HJV-Antigene als Zone, mit den 
Partnern 2 der spezifischen Bindungspaare 1 und 21 
(By . ....... : 45 

und 

ein 8 mm langes Polyestergewebe (PE 280 HC von 
Seidengaze Thai, Schweiz) mit Netzmittel impra- 
- gniert als Probenaufgabezone (1) leicht uberlap- 
pend nebeneinander befestigt. . so 

Zur Nachweiszone (2): 

[0062] Auf die zuvor beschriebene Zellulosenrtrat- 
membran wurden durch Strichdosierung eine wdssrige . ss 
Streptavidinl6sung (4 mg / ml) aufgebracht. Hierzu 
wurde die Dosierung so gewahlt, daB ein Strich mit 
einer Breite von ca. 0,4 mm entsteht. Dieser Strich dient 


zum Nachweis von HIV-Antikdrpern. Die Merrbran 
wurde anschlieBend (uftgetrocknet. 
[0063] In einem Abstand von etwa 4 mm von dem 
Streptavidinstrich wurde durch Strichdosierung eine 
wdssrige Ldsung eines polyklonalen Antikdrpers aus 
Kaninchen-IgG gegen Maus-IgG (Bezugsquelle: DAKO 
Diagnostica GmbH, Hamburg, Deutschland) (0,5 mg / 
ml) aufgebracht. Auch hier wurde cfie Dosierung so 
gewahlt, daB ein Strich mit einer Breite von ca. 0,4 mm 
entsteht. Dieser Strich (8) dient zur Funktionskontrolle 
des Teststreifens. Die Membran wurde anschlieBend 
luftgetrocknet 

Zum Goldkonjugatvlies (3): 
[0064] 

Goldsol mit einem mittleren Partikeldurchmesser 
von ca. 40 nm wurde, wie in Beispiel 1a beschrie- 
ben, hergestellt 

Auch die Antikdrper-Goldkonjugat-Herstellung 
erfolgte wie in Beispiel 1 a beschrieben. 

[0065] Das so hergestellte Goldkonjugat (optische 
Dichte, OD = 20) wurde mit einem TrSnkpuffer auf eine 
optische Dichte, OD =3 (Extinktion bis 525 nm und 1 cm 
Uchtweg) eingestellt. Der Trankpuffer enthiett die nach- 
folgenden Komponenten: 

100 mM HEPES. pH 7,5 

SOmMNaCI 

0,5 Gew. -% Saccharose 

70 mM Harnstoff 

3 mM N-Acetylcystein 

1 mMEDTAund 

0,lGew.-%Tween®20 

[0066] Das Polyester-Zellwoll-Polyvinytalkohol- 
Mischvlies wurde mit einer konstanten Geschwindigkeit 
zunachst j durch eine die TranWOsung enthaltende 
Wanne gezogen, anschlieBend durch zwei in einem 
Abstand von 250 nm angeordnete . Edelstahlwalzen 
abgequetscht und anschlieBend mittels eines Umluft- 
rockners getrocknet Unter den beschriebenen Bedi- 
nungen . betragl die Trankaufnahme des Vlieses 
typischerweise etwa 270 ml / m 2 . 

Zum Vlies (9) enthaltend digoxigenylierte und bioti- 
nylierte HIV-Antigene: 

[0067] . Die Herstellung digoxigenylierter Peptide bzw. 
bioiinylierter Peptide aus dem Bereich gp 41 von HIV 1 
sind in der irtternationalen Patentanmeldung PCT/EP 
95/02921 in Bei^Diel 1 beschrieben. Die jeweiligen Pep- 
tide kamen jeweils paarweise als Digoxigenin- und Bio* 
tinderivate zum Einsatz. Ihre Ansatzkonzentrationen in 
der TrSnklosung lagen zwischen 0,7 • -.10:^ Mol /I und 3 
• 10" 7 MoW. Die Trankldsung ertthielt daruber hinaus 
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21 

100 mM MES-Puffer, pH 6.0 
50 mM NaCI 

2 Gew. -% Saccharose 
1 Gew.-% Rinderserumalbumin 

3 mM N-Acetylcystein s 
0,06 Gew.-% Tween® 20 

1 mM EDTA 

[0068] Das Polyester-Zellwdl-Polyvinylalkohol- 
Mischvlies wurde in dieser Trankldsung impragniert und io 
anschlieBend mittels eines Umlufttrockners getrocknet. 
Die Trankaufnahme betragt typischerweise etwa 270 ml 

/m 2 . 

b) Bestimmuna einer HIV-lrrfektion is 

[0069] Auf die Probenaufgabezone (1) des zuvor 
beschriebenen Teststreifens gemaB Fig. 2 wurden etwa 
60 |if Probenvolumen (Plasma bzw. Serum) aufgege- 
ben. Nach 1 5 minutiger Wartezeit wurde die Nachweis- 20 
zone (2) visuel! ausgewertet. Ein rotvioletter Strich in 
der Position der Korrtrollinia (8) bedeutet nichtreaktive 
Probe (keine HIV-lnfektion nachweisbar). Zwei rotvio- 
lette Striche, einer in der Position der Kontrollinie (8) 
und einer in der Position der Nachweislinie (7) bedeuten 25 
reaktive Probe (HIV-lnfektion nachweisbar); 

Patentanspruche 

1. Analyseelement zur Bestimmung eines Analyts 30 
enthattend in oder auf Material, das einen FIQssig- 
kertstransport zwischen Zonen . erm6glicht eine 
Probenauftragszone und eine hierzu fluBabwarts 
gelegene Nachweiszone, wobei die Nachweiszone 
Partner 1 eines spezifischen Bindungspaares 1 so 35 
immobilisiert enthdtt, daB er in der Lage ist, mit 
Partner 2 des spezif ischen Bindungspaares 1 , der 
nicht Analyt ist, eine Bindung einzugehen, wenn er 

ihn kontaktiert, 

dadurch gekennzeichnet daB 40 
fluBaufwarts der Nachweiszone ein markierter 
Partner 1 eines spezif ischen Bindungspaares 2 auf 
einem Material durch Flussigkert abldsbar imprd- 
gniert vorliegt und in der Lage ist t mit Partner 2 des 
spezif ischen Bindungspaares 2, der nicht der Ana- 45 
lyt ist, eine Bindung einzugehen, wenn dieser ihn 
kontaktiert. 

2. Analyseelement gemaB Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB zusammengehbrige Partner so 
von spezrfischen Bindungspaaren ausgewdhlt sind 
aus der Gruppe Hapten und Antikfirper, Antigen 
und Antikfirper, Lectin und Zucker / Saccharid, 
Ugand und Rezeptor, Avidin / Streptavidin und Bio- 
tin, Nukleins&ure und Nukleinsdure. ss 

3. Analyseelement gemaB Anspruch 1 ( dadurch 
gekennzeichnet, daB Partner 1 des spezifischen 


Bindungspaares 1 Avidin oder Streptavidin ist. 

4. Analyseelement gemaB Anspruch 1 , dadurch 
gekennzeichnet, daB Partner 1 des spezifischen 
Bindungspaares 2 ein Antikdrper gegen Partner 2 
des spezrfischen Bindungspaares 2 ist. 

5. Analyseelement gemaB Anspruch 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB Partner 1 des spezifischen 
Bindungspaares 2 ein Antikdrper gegen Digoxi- 
genin oder Digoxin ist. 

6. Analyseelement gemaB Anspruch 1 , dadurch 
gekennzeichnet, daB Partner 1 des spezrfischen 
Bindungspaares 2 mit einem Enzym- oder Direktla- 
bel markiert ist. 

7. Analyseelement gemaB Anspruch 6, dadurch 
gekennzeichnet, daB als Direktlabel Metall-oder 
Latexpartikel verwendet werden. 

8. Analyseelement gemaB einem der Anspruche 1 -7, 
dadurch gekennzeichnet daB sich der markierte 
Partner 1 des spezrfischen Bindungspaares 2 in der 
Probenauftragszone angeordnet befindet. 

9. Analyseelement gemaB einem der Anspruche 1-7. 
dadurch gekennzeichnet, daB der markierte Part- 
ner 1 des spezifischen Bindungspaares 2 in einer 
Zone fluBaufwarts der Probenauftragszone ange- 
ordnet ist, wenn sich fluBaufwarts der Zone mit die- 
sem markierten. Partner noch eine Elutionsmittel- 
auftragszone befindet oder die Zone mit dem mar- 
kierten Partner auch eine Elutionsmittelauftrags- 
zone ist. 

10. Analyseelement gemaB einem der Anspruch 1-7, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Probenauftrags- 
zone ach eine Elutionsmittelauftragszone ist. 

11. Analyseelement gemaB Anspruch 10, dadurch 
gekennzeichnet, daB sich der markierte Partner 1 
des spezrfischen Bindungspaares 2 stromabwdrts 
der Probenauftrags-und Elutionsmittelauftragszone 
befindet. : 

12. Analyseelement gemaB Anspruch 10, dadurch 
gekennzeichnet, daB sich der markierte Partner 1 
des spezrfischen Bindungspaares 2 in der Proben- 
auftrags- und Elutionsmrttelauftragszone befindet 

13. Analyseelement gemaB einem der Anspruche 1- 
12, dadurch gekennzeichnet, daB es zusatzlich 
Konjugat von Antikfirper gegen ein zu bestimmen- 
des Antigen oder Hapten mit Partner 2 des spezrfi- 
schen Bindungspaares 1 und Konjugat -. von 
AntikGrper gegen das gleiche Antigen oder Hapten 
mit Partner-2 des spezrfischen Bindungspaares 2 


23 


EP0 926 498 A1 


24 


enthait. 

14. AnalyseeJemerrt gemaB einem der AnsprOche 1- 
12, dadurch gekennzeichnet, daB es zusatzlich 
Konjucpt von Antigen, Hapten Oder Oligopeptid 
gegen einen zu bestimmenden Antikdrper mit Part- 
ner 2 des spezifischen Bindungspaares 1 und Korv 
jugat von Antigen, Hapten oder Oligopeptid gegen 
den gleichen zu bestimmenden Antikdrper mit Part- 
ner 2 des spezifischen Bindungspaares 2 enthait. 

15. Verlahren zur Bestimmung eines Analyts mittels 
spezif ischer Bindungspaare, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB 

eine von Analyt abgeleitete und diesen reprasentie- 
rende Substanz, die Partner 2 eines spezifischen 
Bindungspaares 1 und Partner 2 eines spezifischen 
Bindungspaares 2 beinhaltet in einem Analyseele- 
ment zur Bestimmung eines Analyts gemaB Patent- 
anspruchen 1-14 mit markiertem Partner des 
spezifischen Bindungspaares 2 in Kontakt 
gebracht, durch Flussigkeitstransport in dem Analy- 
seneSement in Richtung der fluBabwarts der Pro- 
benauftragszone gelegenen Nachweiszone 
bewegt, in der Nachweiszone an Partner 1 des spe- 
zifischen Bindungspaares 1 gebunden und anhand 
der Markierung des Partners 1 des spezifischen 
Bindungspaares 2 bestimmt wird. 

16. Verfahren gemaB Anspruch 15. dadurch gekenn- 
zeichnet daB fur die Herstellung der von Analyt 
abgelerteten und diesen reprdsentierenden Sub- 

- stanz Analyt mit Antikdrpern versetzt wird, die an 
den Analyt binden; wobei ein Teil der Antikdrper 
Partner 2 des spezifischen Bindungspaares 1 und 
der andere Teil der Antikdrper Partner 2 des spezi- 
fischen Bindungspaares 2 tragt. 

17. Verfahren gemaB Anspruch 15,.dadurch gekenn- 
zeichnet, daB fur die Herstellung der von Analyt 
abgelerteten und diesen reprasentierenden Sub- 
stanz Analyt mit Antigenen, Haptenen oder Oligo- 
peptiden versetzt wird, wobei ein Teil der Antigene, 
Haptene oder Oligopeptide Partner 2 des spezifi- 
schen Bindungspaares 1 und der andere Teii der 
Antigene. Haptene oder Oligopeptide Partner 2 des 
spezifischen Bindungspaares 2 tragi 

18. Verfahren gemaB Anspruch 15. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Analyt eine Nukleinsaure ist, die 
vervielfaftigt wird. hierbei Partner 2 des spezifi- 
schen Bindungspaares 1 oder Partner 2 des spezi- 

'. fischen Bindungspaares 2 gebunden an ein 
Nukleotid oder ein OligonuWeotid in die Kopie der 
Nukleinsaure eingebaut und das Ampirfikationspro- 
dukt mit NuWeinsaur hybridisiert wird. die Partner 
2desjenigen Bindungspaares tragt, den die tom- 
.plementare Nukleinsaure nrcht aufweist- ; - 


19. Verfahren gemaB Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Analyt eine Nukleinsaure ist, die 
mit 2 Nukleinsauresonden hybridisiert wird, wobei 
die eine Partner 2 des spezifischen Bindungspaa- 

5 res 1 und die andere Partner 2 des spezifischen 
Bindungspaares 2 enthait 

20. Kit zur Bestimmung eines Analyts enthaltend ein 
Analyseelement gemaB Patentanspruche 1-14 und 

70 mind est ens einen Partner aus der Gruppe Partner 
2 des spezifischen Bindungspaares 1 und Partner 2 
des spezifischen Bindungspaares 2. 

21. Kit gemaB Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, 
15 daB sich Partner 2 des spezifischen Bindungspaa- 
res 1 und Partner 2 des spezifischen Bindungspaa- 
res 2 in getrennten Behdltnissen befinden. 

22. Kit gemaB Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, 
20 daB Partner 2 des spezifischen Bindungspaares 1 

und Partner 2 des spezifischen Bindungspaares 2 
. zusammen in einem Behattnis aufbewahrt werden. 

23. Kit gemaB einem der Anspruche 20-22, dadurch 
25 gekennzeichnet; daB Partner 2 des spezifischen 

Bindungspaares 1 an ein Nukleotid. OligonuWeotid, 
eine Nukleinsaure, einen Antikdrper. ein Hapten 
oder Antigen bzw. ein Antigen reprasentierendes 
Eprtop oder ein Lectin oder einen Rezeptor fur 
30 einen Liganden konjugiert ist. 

24. Kit gemaB Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, 
daB Partner 2 des spezifischen Bindungspaares 1 
Biotinist. 

35 ' " 

25. Kit gemaB einem der. Anspruche 20-22, dadurch 
gekennzeichnet, daB Partner 2 des spezifischen 
Bindungspaares 2 an ein Nukleotid. OligonuWeotid, 
eine Nukleinsaure, einen Antikdrper. ein Hapten 

40 oder Antigen bzw. ein Antigen reprasentierendes 
Eprtop oder ein Lectin oder einen . Rezeptor fur 
: einen Liganden konjugiert ist. 

26.. Kit gemaB Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, 
45 daB Partner 2 des spezifischen Bindungspaares 2 
ein Hapten, bevorzugt Digoxigenin oder Digoxin ist. 
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